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Utilisation d'acides amines pour la fabrication de medicaments 
destines au traitement des insulino-resistances 

La presente demande est relative a Tutilisation d'acides amines pour 
5 la fabrication de medicaments a effets insulino-mimetiques et/ou insulino- 
sensibilisateurs sur les tissus peripheriques cibles de rinsuline, et plus 
particulierement a l'utilisation d'acides amines pour la fabrication de 
medicaments destines au traitement et a la prevention des insulino- 
resistances. 

10 Ces dernieres annees, des progres considerables ont ete realises dans 

la comprehension des mecanismes moleculaires de Taction de rinsuline. 
Un schema montrant les voies principales de transduction du signal 
insulinique est donne sur la figure 1. Le recepteur de rinsuline est un 
recepteur transmembranaire doue d'une activite tyrosine kinase intrinseque 

15 (Combettes-Souverain M. et Issad T., Diab. Metab., 24, 477, 1998). La 
liaison de 1'insuline a son recepteur entraine l'autophosphorylation du 
recepteur sur ses residus tyrosine, ce qui stimule son activite tyrosine 
kinase envers un certain nombre de substrats intracellulars tels que 
Insulin Recepteur Substrate 1 (IRS-1), Insulin Recepteur Substrate 2 (IRS - 

20 2) et Src homology collagen protein ou She. Cette activite tyrosine kinase 
joue un role determinant dans la transmission du signal insulinique, et elle 
est alteree dans de nombreuses situations de resistance a Tinsuline (Ricort 
J.M. et coll., Diabetologia, 38, 1148, 1995). Globalement les mecanismes 
cellulaires de Tinsulino-resistance peuvent se situer au niveau de la liaison 

25 de Thormone a son recepteur ou a une etape plus distale de post-liaison au 
recepteur. Comme le montre le schema de la figure 1, la phosphorylation 
sur les tyrosines des IRS et de She par le recepteur a Pinsuline permet 
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l'activation de deux grandes voies de signalisation cellulaire, la voie des 
MAP kinases (MAPK) et la voie de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3- 
K). La phosphotyrosine phosphatase (PTP) participe a la regulation de ces 
voies. 

5 Les inventeurs ont precedemment rapporte l'effet insulino-secreteur 

qui peut etre exerce, au niveau des cellules pancreatiques, par des acides 
amines hydroxyles extraits de graines de fenugrec (Trigonella foenum 
graecum L.), et en particulier par la 4-hydroxyisoleucine (4-OH-Ile) et/ou 
la lactone correspondante (brevets FR 2 695 317 et 2 745 718 et brevets 

10 correspondants sous priority). 

Or, les inventeurs ont maintemant mis en evidence que de tels 
composes sont egalement capables d'agir au niveau des cellules cibles de 
l'insuline, a savoir les tissus peripheriques tels que le foie et le muscle, en 
exercant une action au niveau du recepteur a l'insuline et/ou de la cascade 

15 de signalisation que l'activation de ce recepteur declenche. L'efFet observe 
au niveau de ces tissus peripheriques correspond globalement a un effet 
insulino-mimetique ou insulino-sensibilisateur. 

Les travaux realises, comme illustre par les exemples, ont en effet 
montre 1'efFet de ces composes au niveau de la cascade des 

20 phosphorylations mise en jeu sous le recepteur, notamment l'augmentation 
de la phosphorylation des principals proteines impliquees dans la 
transmission du signal insulinique. L'activite PI 3-kinase 
(Phosphatidylinositol 3-kinase), enzyme activee par IRS-1 phosphorylee et 
jouant un role primordial dans la translocation du transporteur de glucose 

25 GLUT 4, est egalement augmentee sous l'effet de tels composes. Dans les 
memes conditions d'utilisation de ces composes, l'activite phosphatase 
associee a la voie de signalisation du recepteur de l'insuline (activite PTP) 
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est abaissee, ce qui est coherent avec Taugmentation des phosphorylations 
evoquee ci-dessus. Ces composes sont done capables d f agir sur les voies de 
signalisation qui sont normalement enclenchees par Tinsuline, que cela soit 
par activation des kinases, et/ou inhibition des phosphatases. 
5 La presente demande a pour objet de tirer profit des resultats 

obtenus, et vise ainsi toute utilisation de tels acides amines ou de leurs 
derives, a titre d'agent insulino-mimetique ou insulino-sensibilisateur. Elle 
vise notamment toute utilisation de tels composes pour la fabrication de 
medicaments a effets insulino-mimetiques et/ou insulino-sensibilisateurs. 
10 Ces effets peuvent etre observes au niveau des tissus peripheriques cibles 
de Tinsuline. Comme ces composes agissent sur les voies de signalisation 
qui sont normalement enclenchees par Tinsuline, ils peuvent en effet servir 
de substituts, de complements, de potentialisateur et de sensibilisateurs a 
Tinsuline. 

15 La presente demande vise ainsi Tutilisation, a titre d'agent insulino- 

mimetique ou insulino-sensibilisateur, de tout acide amine ou derive 
d'acide amine qui exerce une diminution de Tactivite phosphatase PTP 
et/ou une augmentation de Tactivite PI 3-kinase, d'un niveau equivalent, 
voire superieur a la diminution, ou respectivement augmentation, 

20 provoquee par Tinsuline. Tout moyen permettant de constater un tel effet 
de diminution de Tactivite PTP ou d ! augmentation de Tactivite PI 3-kinase 
est approprie. Les exemples qui suivent en donnent des illustrations. 

De tels composes correspondent de maniere remarquable a des 
acides amines qui ne reconnaissent pas le recepteur de Tinsuline sur son 

25 site de liaison, mais qui agissent au niveau post-recepteur, dans les 
conditions rapportees dans les exemples pour la 4-OH-Ile, et 
correspondent egalement aux derives de ces acides amines qui ont 
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conserve, tout au moins en nature, les proprietes de non-reconnaissance du 
recepteur de Tinsuline sur son site de liaison et d'activite au niveau post- 
recepteur que presente Tacide amine parent dudit derive. 

De maniere avantageuse, l'utilisation selon Tinvention est 
5 caracterisee en ce qu'elle porte sur un compose choisi parmi le groupe 
constitue par les acides amines mono-hydroxyles, les acides amines poly- 
hydroxyles, et les formes lactoniques de ces acides amines mono- ou poly- 
hydroxyles. 

L'invention vise tout specialement l'utilisation de la 
10 4-hydroxyisoleucine de formule 

CH 3 - CH - CH - CH - COOH 

I I I 
OH CH 3 NH 2 

et/ou de sa forme lactonique. 
15 En particulier, l'invention vise Tutilisation de la 4-hydroxyisoleucine 

(4-OH-Ile en abrege) sous la forme de son isomere 2S, 3R, 4S, ou de la 

lactone correspondante. 

Compte tenu des effets observes, les medicaments fabriques 

conformement a Tinvention sont particulierement appropries pour traiter 
20 les insulino-resistances, combattre ou prevenir les syndromes lies a 

Tinsulino-resistance, et prevenir les insulino-resistances. 

Or, on sait que la prise excessive de poids, la sedentarite, une 

alimentation mal equilibree, le nombre de plus en plus important des 

personnes agees sont des facteurs socio-economiques frequemment 
25 rencontres dans les pays occidentaux. Tous concourent au developpement 

d'une insulino-resistance et d'une hyperinsulinemie compensatoire, souvent 

associee a Tobesite et potentiellement diabetogene. Ainsi, les acides gras 
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libres sont parmi les premiers candidats avances pour tenter d'expliquer 
Tetroite relation entre insulino-resistance, obesite et hyperinsulinisme (Mac 
Garry J.D., J. Cell. Biochem., 555, 29, 1994). 

Cette relation prend de nos jours la dimension d'un phenomene 
5 majeur sur le plan de la sante publique. Un faisceau de preuves, a la fois 
cliniques et epidemiologiques, liant rhyperinsulinemie au risque de futures 
maladies cardio-vasculaires, risque atherogene ou diabetogene, a permis de 
dresser le tableau coherent du syndrome X de Reaven (hyperinsulinemie, 
insulino-resistance, augmentation des triglycerides seriques, hypertension 

10 arterielle) et des risques morbides qui lui sont associes (Reaven G.M., 
Diabetes, 37, 1595, 1988). De plus, selon de recentes enquetes, 
rhyperinsulinemie en favorisant la proliferation de certaines cellules 
epitheliales (notamment du colon) apparait associee au risque de cancer 
(Hu F.B. et coll., J. Natl. Cancer Inst., 91, 542, 1999). 

15 La presente demande vise ainsi toute utilisation desdits acides 

amines et derives pour la fabrication d'un medicament destine a lutter 
contre les insulino-resistances et les syndromes d'insulino-resistance, en 
particulier contre les hyperinsulinemies, Tinsulino-resistance liee au 
vieillissement et contre des affections liees a Tobesite. 

20 La presente demande vise egalement toute utilisation desdits acides 

amines et derives pour la fabrication d ! un medicament destine a prevenir 
les insulino-resistances, et en particulier pour la fabrication d'un 
medicament destine a diminuer le besoin en insuline exogene. De tels 
medicaments, du fait de leurs proprietes insulino-mimetiques et insulino- 

25 sensibilisateurs, peuvent en effet avoir pour effet de diminuer le besoin en 
insuline exogene que presentent les patients dont Tinsuline endogene est 
deficitaire, voire absente comme dans le cas du diabete de type L Les 
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patients atteints de diabete de type 1 souffrent en effet d'une absence totale 
de secretion d'insuline (destruction des cellules productrices) qui contraint 
a des apports exogenes complets d'insuline. Cette situation, outre le cout 
intrinseque a de telles administrations, conduit souvent au developpement 

5 d'insulino-resistances. Afin de prevenir et remedier a ces problemes, la 
presente invention propose pour le traitement d'un deficit en insuline 
endogene, et en particulier d ! une absence d'insuline endogene telle que le 
diabete de type 1, et pour la fabrication d'un medicament destine a de tels 
traitements, d'utiliser an moins un desdits acides amines ou derives. 

10 Utilises en combinaison avec I'insuline, ils presentent Tavantage de 
diminuer le besoin en insuline exogene du patient (diminution des apports 
en insuline necessaires), et done de diminuer les frais de traitement tout en 
prevenant le developpement des insulino-resistances et de leurs effets 
secondares. 

15 Les medicaments fabriques conformement a invention pourront etre 

egalement utilises pour contribuer a inhiber la proliferation de certaines 
lignees cellulaires associees au risque d'apparition de cancers. 

L'invention vise encore Tutilisation desdits derives, en particulier de 
la 4-hydroxyisoleucine et/ou de sa forme lactonique pour fabriquer des 

20 medicaments qui agissent en diminuant Tactivite phosphatase associee a la 
voie de signalisation du recepteur-insuline, et/ou en stimulant Tactivite PI 
3-kinase sur ERS-1 et/ou IRS-2. 

La presente demande vise egalement toute composition 
pharmaceutique, tout kit pharmaceutique, et tout medicament comprenant, 

25 de maniere combinee, de Tinsuline et au moins un des composes acides 
amines ou derives definis ci-dessus. Cette combinaison peut etre physique 
(insuline et acide amine ou derive sont alors dans une meme composition). 
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Elle peut alternativement correspondre a une presentation de l'insuline 
d'une part, et de l'acide amine ou derive d'autre part, dans des compositions 
physiquement distinctes, mais qui sont presentees comme associees pour 
une utilisation combinee (kit-of-parts). Cette utilisation combinee peut etre 
5 simultanee ou differee dans le temps. 

Les medicaments selon l'invention peuvent etre administres par voie 
orale, essentiellement, mais aussi par voie intraveineuse ou 
intramusculaire, et renferment des excipients qui sont choisis en fonction 
de la forme galenique adoptee. 

10 La posologie sera adaptee en fonction de la pathologie a traiter. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention sont donnes, a 
titre illustratif, dans les exemples qui suivent dans lesquels il est fait 
reference aux figures 2 a 1 1 (on rappelle que la figure 1 a ete evoquee ci- 
dessus et donne le schema des voies principals de transduction du signal 

15 insulinique), ces figures 2 a 1 1 representant respectivement : 

- la figure 2, l'effet de la 4-OH-Ile sur la phosphorylation du 
recepteur de l'insuline et de son substrat dans le foie de rat, 

- la figure 3, l'effet de la 4-OH-Ile sur 1'activite PI 3-kinase du foie, 

- la figure 4, la liaison de l'insuline sur son recepteur dans la lignee 
20 de cellules hepatiques LMH, 

- les figures 5 a 1 1, l'effet de la 4-OH-Ile, respectivement sur, 
. 1'activite PI 3-kinase du muscle (figure 5), 

. l'insulinemie et la glycemie basales du rat (figure 6), 
. 1'activite PI 3-kinase du foie (figure 7) et du muscle (figure 8) de rat 
25 diabetique de type 2, 

. 1'activite PI 3-kinase du foie de rat Zucker obese (fa/fa) (figure 9), 
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. Tactivite PI 3-kinase associee au recepteur PDGF ou au recepteur 
insuline sur le foie de rat normal (figure 10), et 

. Tactivite phosphatase associee a IRS-1 au niveau du foie de rat 
normal (figure 11). 
5 Mesure de Tactivite PI 3-kinase 

L'activite PI 3-kinase a ete mesuree sur des immunoprecipitats 
realises avec Tanticorps anti-IRS-1. Ceci a permis de determiner Tactivite 
enzymatique associee a Taction de Tinsuline et de la comparer a Taction 
induite par la 4-OH-Ile. 
10 Protocole experimental 

Des rats normaux Wistar males (souche IFFA CREDO, France) ont 
re9U, par injection intraperiton6ale, soit de Tinsuline ordinaire seule (100 
U/kg) soit de la 4-OH-Ile seule (18 mg/kg), soit de Tinsuline associee a la 
4-OH-ILe aux memes posologies. Les rats temoins ont re9u par voie 
15 intraperitoneale du chlorure de sodium a 9 °/oo. Quinze minutes apres 
Tinjection, les animaux ont ete sacrifies et les tissus peripheriques (foie, 
muscle) immediatement preleves et congeles dans Tazote liquide. 

Pour la determination de Tactivite PI 3-kinase, les tissus sont broyes 
dans un tampon contenant les inhibiteurs de proteases et phosphatases 
20 ainsi qu f un agent solubilisateur (Triton), comme decrit par Taouis et coll., 
J. Biol. Chem., 269 , 14912, 1994. Apres solubilisation, les surnageants 
sont immunoprecipites avec Tanti-IRS-1 et Tactivite PI 3-kinase est 
mesuree dans Timmunoprecipitat. En effet, la reaction est initiee par 
Taddition d'un substrat artificiel de Tenzyme : le phosphatidylinositol (PI) 
25 et ( 33 P) gamma ATP. Le produit de la reaction est soumis a une 
chromatographic sur couche mince (TLC plate) et les niveaux de 
phosphorylation du PI sont mesures par un phosphoimager STORM 



WO 01/15689 PCT/FR00/02361 

9 

(Molecular Dynamics). L'activite est exprimee en unite arbitraire donnee 
par l'appareil (conversion de la radioactivite en luminescence grace a un 
faisceau laser). 

Mesure de l'activite phosphatase associee a la yoie de signalisation de 
5 1'insuline 

L'activite phosphatase a ete mesuree sur des immunoprecipitats 
realises avec l'anticorps anti-IRS-1 et anti-recepteur insuline. 

Le protocole de solubilisation est le meme que celui pour le PI 3- 
kinase selon la methodologie decrite par Taouis et coll. (J. Biol. Chem., 
10 269 , 14912, 1994). Apres immunoprecipitation, l'activite phosphatase a ete 
mesuree selon la methode rapportee par Chen, et coll. (J. Biol. Chem., 272 , 
8026, 1997). 

EXEMPLE 1 : Comparaison des effets de 1'insuline et de la 4-OH-Ile sur la 
phosphorylation du recepteur-insuline et de IRS-1 dans le foie de rats 
15 normaux 

Les resultats de la figure 2 montrent clairement que le traitement des 
animaux par une injection unique de 4-OH-Ile (200 ^ig/kg LP.) induit 
l'activation du recepteur de 1'insuline (RI) et de son substrat (IRS-1) 
in vivo. L'effet de la 4-OH-Ile (40H) est comparable a celui de 1'insuline 
20 (Ins). 

Ces resultats demontrent les effets insulino-mimetiques de la 4-OH-Ile 
dans l'activation de la phosphorylation du recepteur-insuline et de IRS-1 
dont les phosphorylations sont indispensables pour l'activation de 
proteines effectrices telles que la PI 3 -kinase. 
25 EXEMPLE 2 : Comparaison des effets de 1'insuline et de la 4-OH-Ile sur 
l'activite PI 3-kinase du foie 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 



10 

Les resultats en histogrammes sont donnes sur la figure 3. Sur ce 
schema, on observe que Tinsuline mais aussi la 4-OH-Ile, seules, stimulent 
significativement (p < 0,05) Tactivite PI 3-kinase hepatique. Lorsque les 
deux substances sont administrees ensemble, un effet plus important 
5 apparait. 

Ces observations demontrent que la 4-OH-Ile possede des efFets 
insulino-mimetiques au niveau du foie. De plus, l'effet plus important 
objective lorsque les deux substances sont injectees conjointement est en 
faveur de mecanismes d'activation synergiques. 

10 Ceci est confirme par Tetude comparative des effets de Tinsuline et de 

la 4-hydroxyisoleucine sur le recepteur membranaire a Finsuline de 
lTiepatocyte: la 4-hydroxyisoleucine n'a aucune liaison avec ce recepteur. 
On rapporte sur la figure 4 les resultats comparatifs concernant les liaisons 
de Tisoleucine et de la 4-OH-Ile. Les cellules LMH utilisees dans ces 

15 essais sont issues d ! un hepatocarcinome de poulet (Kawaguchi T. et coll., 
Cancer Res., 47, 4460, 1 987). 

EXEMPLE 3 : Comparaison des effets de l'insuline et de la 4-OH-Ile sur 
Tactivite PI 3-kinase du muscle 

Les resultats en histogrammes sont reportes sur la figure 5. Sur ce 
20 schema, on note que non seulement Tinsuline stimule clairement Tactivite 
PI 3-kinase, mais aussi que la 4-OH-Ile a un effet comparable. Ainsi, les 
effets insulino-mimetiques de la 4-OH-Ile observes au niveau hepatique 
sont confirmes au niveau musculaire. 

On constate done a Texamen des resultats des exemples 1 et 2 qu'au niveau 
25 du foie et du muscle, la 4-hydroxyisoleucine stimule independamment de 
Tinsuline la voie IRS-l/PI 3-kinase qui est la voie majeure dans le controle 
des actions metaboliques et mitogeniques de Tinsuline. De plus, la 4- 
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hydroxyisoleucine ne reconnait pas le recepteur de l'insuline ou du moins 
ne rentre pas en competition avec l'insuline pour la liaison sur le recepteur. 
EXEMPLE 4 

L'effet benefique de la 4-hydroxyisoleucine contre une relative 
5 hyperinsulinemie a ete recherche in vivo lors de radministration chronique 
(pendant un mois) de l'acide amine vegetal (25 mg/kg/jour, par voie 
intraperitoneale) sur le rat rendu diabetique non insulino-dependant 
(diabete de type 2) par les injections conjointes de nicotinamide et de 
streptozotocine (Masiello et coll., Diabetes, 47, 224, 1998). Des prises de 
1 0 sang regulieres effectuees sur la veine caudale des rats ont permis d'evaluer 
par methode radio-immunologique (Herbert et coll., J. Clin. Endocr., 25, 
1375, 1965) le taux d'insuline plasmatique, 15 heures apres l'injection du 
produit qui avait lieu a 17 h 30. Sur ces memes prelevements, le taux 
plasmatique de glucose a ete dose par methode enzymatique (Trinder P., J. 
15 Clin. Pathol. 22, 158, 1969). 

Les resultats obtenus sont rapportes sur la figure 6. 

On observe que radministration quotidienne de 4-hydroxyisoleucine a 
pour effet d'abaisser significativement (p < 0,05) l'insulinemie des animaux 
traites. 

20 De plus, apres rarret du traitement, on peut constater que l'insuline 

plasmatique s'eleve a nouveau pour rejoindre des valeurs proches de celles 
observees avant le traitement. Dans ces conditions, une legere diminution 
de la glycemie a ete observee en fin de traitement. 
L'abaissement de rinsulinemie observee chez le rat apres un traitement 

25 chronique par la 4- hydroxyisoleucine confirme in vivo les effets insulino- 
mimetiques et/ou insulino-sensibilisateurs observes lors des experiences in 
vitro. 
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EXEMPLE 5 : Comparaison des effets de l'insuline et de ceux de la 4-OH- 
Ile sur l'activite PI 3-kinase du muscle et du foie preleves chez le rat 
diabetique de type 2 (Masiello et coll., Diabetes 47, 224, 1998) 

Les resultats en histogrammes sont reportes sur les figures 7 et 8. On 
5 note que, si l'insuline active la PI 3-kinase hepatique (figure 7) et 
musculaire (figure 8), il en est de meme pour la 4-OH-Ile. La 4-OH-Ile 
dans cette situation pathologique induit le meme effet que l'insuline avec la 
meme intensite. 

De plus, on constate que la 4-OH-Ile stimule significativement la voie 
1 o IRS- 1 /PI 3-kinase plus nettement dans le muscle (p < 0,01) que dans le 
foie (p < 0,05). 
EXEMPLE 6 

Lors de 1'administration chronique pendant 4 semaines de la 4-OH-Ile (50 
mg/kg par voie intraperitoneale) chez le rat Zucker obese (fa/fa), l'activite 
15 PI 3-kinase du foie a ete mesuree en fin de traitement. Les resultats en 
histogrammes sont reportes sur la figure 9. lis montrent que l'activite 
basale de la PI 3-kinase (animaux sacrifies 17 heures apres la derniere 
administration de 4-OH-Ile) est augmentee chez les animaux traites. 
EXEMPLE 7 

20 La 4-OH-Ile active la PI 3-kinase associee au recepteur de l'insuline 

mais pas celle associee au recepteur PDGF (Platelet Derived Growth 
Factor). 

Les activites PI 3-kinase du recepteur PDGF et du recepteur-insuline 
en presence ou en l'absence de 4-OH-Ile (18 mg/kg LP.) ont ete comparees 
25 suivant le protocole deja decrit. 

Les resultats en histogrammes sont reportes sur la figure 10: ils demontrent 
clairement la specificite de la voie d'action de la 4-OH-Ile au niveau du 
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foie de rat, c'est-a-dire que Tactivite de la PI 3-kinase associee au 
recepteur-insuline est la seule augmentee (p < 0,05). 
EXEMPLE 8 : Effet de la 4-OH-Ile sur Tactivite phosphatase associee a la 
voie de signalisation du recepteur-insuline 
5 Dans le but de mieux situer le site d'action de la 4-OH-Ile, son impact 

sur l'activite phosphatase a ete etudie. L'activite phosphatase associee a 
IRS-1 aetemesuree. 

La figure 1 1 montre que la 4-OH-Ile (200 ^imol/1) inhibe significativement 
(p < 0,05) cette activite au niveau du foie de rat normal. 

10 EXEMPLE 9 

Un medicament selon invention est particulierement adapte au 
traitement symptomatique des etats d'insulino-resistance, notamment des 
etats d'insulino-resistance avec obesite. II peut etre prepare a partir d'un 
acide amine mono- ou polyhydroxyle et/ou ses formes lactoniques a Taide 

15 de toute technique appropriee connue de l'homme du metier. II peut etre 
notamment realise a partir de 4- hydroxyisoleucine. Ce produit etant 
hydrosoluble, un tel medicament peut etre aisement realise sous forme de 
solution (dans du serum physiologique par exemple), ou sous forme 
galenique solide telle que comprime ou gelule. Les pathologies visees etant 

20 chroniques, Tadministration par voie orale apparait plus adaptee. De tels 
medicaments peuvent ainsi etre aisement administres a des posologies 
pluri-quotidiennes, adaptees au cas particulier du patient concerne, par 
exemple de Tordre de 2 a 3 prises par jour. Un medicament selon 
Tinvention peut egalement comprendre de Tinsuline. 
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REVENDICATIONS 

1) Utilisation cTira compose choisi parmi le groupe constitue par les 
acides amines mono-hydroxyles, les acides amines poly-hydroxyles, et les 

5 formes lactoniques de ces acides, pour la fabrication d'un medicament a 
effets insulino-mimetiques et/ou insulino-sensibilisateurs. 

2) Utilisation selon la reveridication 1, caracterisee en ce que ledit 
medicament est destine a exercer un effet insulino-mimetique et/ou 
insulino-sensibilisateur au niveau des tissus peripheriques cibles de 

10 rinsuline. 

3) Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
ledit compose diminue Tactivite phosphatase associee a la voie de 
signalisation du recepteur de rinsuline, et/ou stimule Tactivite PI 3-kinase 
surIRS-1 et/ou IRS-2. 

15 4) Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterisee en ce que ledit compose est la 4-hydroxyisoleucine de formule 

CH 3 - CH - CH - CH - COOH 

I I I 
OH CH 3 NH 2 

20 et/ou la forme lactonique de cet acide amine. 

5) Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que la 4- 
hydroxyisoleucine se presente sous la forme de son isomere 2S, 3R, 4S ou 
de la lactone correspondante. 

6) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, pour 
25 la fabrication d'un medicament destine au traitement des insulino- 

resistances. 
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7) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, pour 
la fabrication d f un medicament destine a lutter contre les syndromes lies a 
Tinsulino-resistance. 

8) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, pour 
5 la fabrication d'un medicament contre les hyperinsulinemies. 

9) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, pour 
la fabrication d'un medicament contre Tinsulino-resistance liee au 
vieillissement. 

10) Utilisation Tune quelconque des revendications 1 a 7, pour la 
10 fabrication d'un medicament contre les affections liees a l'obesite. 

11) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, pour 
la fabrication d ! un medicament destine a inhiber la proliferation de lignees 
cellulaires associees au risque d'apparition de cancers. 

12) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, pour 
15 la fabrication d'un medicament destine a la prevention des insulino- 

resistances. 

13) Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1-5, et 12, 
pour la fabrication d'un medicament destine a diminuer le besoin en 
insuline exogene. 

20 14) Composition ou kit pharmaceutique comprenant a la fois de 

l'insuline et un compose choisi parmi le groupe constitue par les acides 
amines mono-hydroxyles, les acides amines poly-hydroxyles, et les formes 
lactoniques de ces acides. 



WO 01/15689 PCT/FROO/02361 

Figure 1 



Insuline 




MAPK 

V > 

I 

p90S6K 



1 


r 


1, 


r 




r 


Translocation 
de GLUT4 




Synthese de 
Proteines 




Synthese de 
Glycogene 



1 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 




2 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FROO/02361 



Figure 3 




3 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 



Figure 4 




4 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 



Figure 5 




5/11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 



FIGURE 6 




j| -1,00 H . 1 1 1 1 1— 1 

>- 1 0123456 



TEMPS (semaines) 



AVANT 1 SEMAINE DE 4 SEMAINES DE 

TRAITEMENT TRAITEMENT TRAITEMENT 




a DNID + placebo 

S3 DNID + 4-OH-ILE 25 mg/kg 

□ NORMAUX + placebo 



6 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 



10,0 -i 



W 7,5 



Figure 7 



I 



(0 



5,0 



2,5 



0,0 



Temoins Insuline 



4-OH-lle 



4-OH-lle 
+ 

Insuline 



7 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCI7FR00/02361 



Figure 8 



2000 -i 




Temoins Insuline 4-OH-lle 4-OH-lle 



+ 

Insuline 



8 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FROO/02361 



Figure 9 

10,0 -, 




Temoins Traites 4-OH-lle 

Rats fa/fa Rats fa/fa 



9 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 



Figure 10 

15,0 -, 



12,5- 




Temoins 4-OH-lle Temoins 4-OH-lle 

Recepteur PDGF Recepeur insuline 



10 / 11 

FEUILLE OE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/15689 



PCT/FR00/02361 



Figure 11 



50 n 



40 - 



30 - 



E 
c 

to 
o 

O 
Q 

Q_ 
Q. 



Q- 20 - 

0) 
W 



T3 



10 



I 




Temoins 
pNPP : p-nitrophenyl phosphate 



4-OH-lle 



11 / 11 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter, jnal Application No 

PCT/FR 00/02361 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 A61K31/198 A61P5/50 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELD? SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicai. search terms used) 

BIOSIS, EMBASE , MEDLINE, EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation ot document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



FR 2 745 718 A (GESTION JOUVENET SOC CIV 
DE) 12 September 1997 (1997-09-12) 
cited in the application 
page 1, line 23,24 

figure 2 

claims 

FR 2 695 317 A (MONAL LAB) 
11 March 1994 (1994-03-11) 
cited in the application 
page 1, line 27 
claims 

-/-- 



1-10,12, 
13 



14 



1-10,12, 
13 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



9 Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
■E" earlier document but published on or after the international 

tBbig date 

■L' document which may throw doubts on priority ctaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•p* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

a Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

*&• document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



7 December 2000 



Date of mailing of the international search report 



15/12/2000 



Name and maifing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HV Rtjswijk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 34O-3016 



Authorized officer 



Veronese, A 



Form PCT71SA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intel .onal Application No 

PCT/FR 00/02361 



C(Conttnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 


Citation of document, with indcat ion .where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


BROCA, C. (1) ET AL: "Intracellular 
signalling and 4- hydroxyisoleucine 
insul Inotropic effect." 
DIABETOLOGIA, (AUG., 1999) VOL. 42, NO. 
SUPPL. 1, PP. A129. MEETING INFO.: 35TH 
ANNUAL MEETING OF THE EUROPEAN ASSOCIATION 
FOR THE STUDY OF DIABETES BRUSSELS, 
BELGIUM SEPTEMBER 28-OCTOBER 2, 1999 
EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF 
DIABETES., 

XP000910386 
abstract 


1-10,12, 
13 


T 


BROCA, CHRISTOPHE (1) ET AL: 

"4-Hydroxyisoleucine: Experimental 

evidence of its insul inotropic and 

antidiabetic properties." 

AMERICAN JOURNAL OF PHYSIOLOGY, (OCT., 

1999) VOL. 277, NO. 4 PART 1, PP. 

E617-E623., 

XP000908984 
the whole document 


1-10,12, 
13 


X 


BROCA, C. (1) ET AL: "4-Hydroxyisoleucine 
improves glucose tolerance in normal and 
NIDDM animals." 

DIABETOLOGIA, (AUG., 1998) VOL. 41, NO. 
SUPPL. 1, PP. A239. MEETING INFO. : 34TH 
ANNUAL MEETING OF THE EUROPEAN ASSOCIATION 
FOR THE STUDY OF DIABETES BARCELONA, SPAIN 
SEPTEMBER 11, 1998 EUROPEAN ASSOCIATION 
FOR THE STUDY OF DIABETES., 

XP000908999 
abstract 


1-10,12, 
13 


A 


RICORT J M ET AL: "Alterations 1n insulin 
signalling pathway induced by prolonged 
insulin treatment of 3T3-L1 adipocytes." 
DIABETOLOGIA, (1995 OCT) 38 (10) 1148-56., 

XP000909007 
the whole document 


1-12 


A 


WO 98 32017 A (TERRAPIN TECH INC) 
23 July 1998 (1998-07-23) 
the whole document 


3 


A 


WO 98 21592 A (RONDINONE CHRISTINA M 
;SMITH ULF (SE); RECEPTRON CORP (US)) 
22 May 1998 (1998-05-22) 
claims 

-/-- 


3 



Form PCT71SA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 2 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter, onai Application No 

PCT/FR 00/02361 



C.(Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication.wrtere appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WITHERS DJ ET AL: "Disruption of IRS-2 

causes type 2 diabetes in mice" 

NATURE, GB.MACMILLAN JOURNALS LTD. LONDON, 

vol . 391, no. 6670, 

26 February 1998 (1998-02-26), pages 

900-904, XP002119312 

ISSN: 0028-0836 

the whole document 

WO 96 18313 A (UNIV NOTTINGHAM ;GREENHAFF 
PAUL LEONARD (GB); GREEN ALLISON LESLEY) 
20 June 1996 (1996-06-20) 
page 8, line 5-11 
page 22, line 7-18 
claims 23,24 

US 5 591 709 A (LINDENBAUM ELLA) 
7 January 1997 (1997-01-07) 
claims 2,21 



14 



14 



Form PCT7ISA/210 (continuation oJ second sheet) (July 1992) 



page 3 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/FR 00/02361 



Continuation of Box 1.2 

The definition "insulin-analog and/or insulin sensitizing" mentioned in Claims 1 and 2 
does not define the diseases for which the composition are intended. Likewise, the 
definition "characterised in that the compound reduces the phosphatase activity 
associated with the path signalling the insulin receptor and/or stimulates the PI-3 kinase 
and/or IRS-2 activity does not define the diseases for which the compositions are 
intended. 

In the present context, the claims are so lacking in support basis and the disclosure of the 
invention is so limited that it is not possible to carry out any meaningful search covering 
the whole claimed spectrum. Consequently, the search was limited to those parts of the 
claims which are supported and disclosed, that is the parts concerning monohydroxylated 
amino acid, the polyhydroxylated amino acids, for the treatment of diseases mentioned in 
Claims 6-13. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, concerning 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the 
subject of a preliminary examination report (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is advised 
that the line of conduct adopted by the EPO acting in its capacity as International 
Preliminary Examining Authority is not to proceed with a preliminary examination on a 
subject in respect of which no search has been carried out. This attitude will remain 
unchanged, notwithstanding whether the claims have been modified or not, either after 
the search report has been received, or during any procedure under Chapter II. 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Inter* jna) Application No 

PCT/FR 00/02361 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 


date 


FR 2745718 A 


12-09-1997 


AU 


2031997 A 


22-09-1997 






WO 


9732577 A 


12-09-1997 



FR 2695317 


A 


11-03-1994 


AT 


164064 T 


15-04-1998 








In 




Oft-fll-IQQd 








nr 
ut 




o"j_nd-iQQfl 

CO UH 1770 








ut 




nt;-i i-i qqr 

UD 1 1 1730 








DK 


587476 T 


07-12-1998 








EP 


0587476 A 


16-03-1994 








ES 


2116421 T 


16-07-1998 








JP 


2655044 B 


17-09-1997 








OP 


6157302 A 


03-06-1994 








US 


5470879 A 


28-11-1995 


WO 9832017 


A 


23-07-1998 


US 


5851988 A 


22-12-1998 








US 


5830918 A 


03-11-1998 








AU 


6026698 A 


07-08-1998 








EP 


0960335 A 


01-12-1999 



WO 9821592 A 22-05-1998 AU 7181198 A 03-06-1998 



MO 9618313 A 20-06-1996 AT 194462 T 15-07-2000 

AU 4185696 A 03-07-1996 

CA 2208047 A 20-06-1996 

DE 69518008 D 17-08-2000 

EP 0798971 A 08-10-1997 

US 5968900 A 19-10-1999 



US 5591709 A 07-01-1997 



US 


5461030 


A 


24-10-1995 


AT 


186840 


T 


15-12-1999 


AU 


670413 


B 


18-07-1996 


AU 


2587992 


A 


05-04-1993 


BR 


9206433 


A 


27-09-1994 


CA 


2116549 


A 


18-03-1993 


DE 


69230344 


D 


30-12-1999 


DE 


69230344 


T 


13-04-2000 


EP 


0650366 


A 


03-05-1995 


FI 


940932 


A 


28-02-1994 


HU 


67319 


A 


28-03-1995 


JP 


6510453 


T 


24-11-1994 


NO 


940406 


A 


28-03-1994 


WO 


9304691 


A 


18-03-1993 



Foot PCT7ISA/210 (patent tamUy amex) (Juty 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dem&. j Internationale No 

PCT/FR 00/02361 



B. DOM A IN ES SUB LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation minimaie consuttee (systeme de classification suivi de? 

CIB 7 A61K 


> symboles de ctassement) 




Documentation consuttee autre que la documentation minimaie dans L 


a mesure ou ces documents re fe vent des doma tries sur (esq 


uels a porte la recherche 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 A61K31/198 A61P5/50 



Selon la classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois seion la classification nationale et la CIB 



donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone • Identification des documents cites, avec, le cas echeant. rindication des passages pertinents 



no. des revendications vtsees 



FR 2 745 718 A (GESTION JOUVENET SOC CIV 
DE) 12 septembre 1997 (1997-09-12) 
cite dans la demande 
page 1, ligne 23,24 

figure 2 

revendications 

FR 2 695 317 A (MONAL LAB) 
11 mars 1994 (1994-03-11) 
cite dans la demande 
page 1, ligne 27 
revendications 

-/-- 



1-10,12, 
13 



14 



1-10,12, 
13 



m 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



9 Categories speciales de documents cites: 

'A* document defin'ssant Petal general de ia technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
*E* document anterieur, mats publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
'L' document pouvant jeter un doute sur une revendicalion de 

priorbe ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison speciale {telle qu'indiquee) 

•O* document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
•P" document publie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a la date de priorite revendiquee 



*T* document ulterieur publte apres la dale de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a fetal de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre te principe 
ou la theorie constituant la base de rinventbn 

'X* document particulierement pertinent; finven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activrte 
inventive par rapport au document considere isolement 

'Y* document particulierement pertinent; Tinven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme Impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou ptusieurs autres 
documents de memo nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la me me famDIe de brevets 



Date a laqueDe la recherche intemationale a £te effectivement achevee 



7 decembre 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 



15/12/2000 



Norn et adresse postaJe de r administration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Veronese, A 



Formulaire PCT/ISA^IO (dcuxieme touitto) (julliel 1992) 



page 1 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dem. .e Internationale No 

PCT/FR 00/02361 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDEBES COMME PERTINENTS 


Cattgorie ' 


Identification des documents cites, avec.le cas eeheant, I'lndlcatlondes passages pertinents 


no. des revendications vs6es 


X 


BROCA, C. (1) ET AL: "Intracellular 
signalling and 4- hydroxylsoleucine 
insul inotropic effect." 
DIABETOLOGIA, (AUG., 1999) VOL. 42, NO. 
SUPPL. 1, PP. A129. MEETING INFO.: 35TH 
ANNUAL MEETING OF THE EUROPEAN ASSOCIATION 
FOR THE STUDY OF DIABETES BRUSSELS, 
BELGIUM SEPTEMBER 28-OCTOBER 2, 1999 
EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF 
DIABETES., 

XP000910386 
abrege 


1-10,12, 
13 


T 


BROCA, CHRISTOPHE (1) ET AL: 

"4-Hydroxyisoleucine: Experimental 

evidence of its insulinotroplc and 

antidiabetic properties." 

AMERICAN JOURNAL OF PHYSIOLOGY, (OCT., 

1999) VOL. 277, NO. 4 PART 1, PP. 

E617-E623., 

XP000908984 
le document en entier 


1-10,12, 
13 


X 


BROCA, C. (1) ET AL: "4-Hydroxy1soleuc1ne 
improves glucose tolerance in normal and 
NIDDM animals." 

DIABETOLOGIA, (AUG., 1998) VOL. 41, NO. 
SUPPL. 1, PP. A239. MEETING INFO.: 34TH 
ANNUAL MEETING OF THE EUROPEAN ASSOCIATION 
FOR THE STUDY OF DIABETES BARCELONA, SPAIN 
SEPTEMBER 11, 1998 EUROPEAN ASSOCIATION 
FOR THE STUDY OF DIABETES., 

XP000908999 
abrege 


1-10,12, 

13 i 


A 


RICORT J M ET AL: "Alterations in insulin 
signalling pathway induced by prolonged 
insulin treatment of 3T3-L1 adipocytes." 
DIABETOLOGIA, (1995 OCT) 38 (10) 1148-56., 

XP000909007 
le document en entier 


1-12 


A 


WO 98 32017 A (TERRAPIN TECH INC) 
23 jui net 1998 (1998-07-23) 
le document en entier 


3 


A 


WO 98 21592 A (RONDINONE CHRISTINA M 
; SMITH ULF (SE); RECEPTRON CORP (US)) 
22 mai 1998 (1998-05-22) 
revendlcations 

— /— — 


3 



Foimulalre PCT/ISA/210 (suite de la deux erne feuille) (juiltet 1992) 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Denv £ International© No 

PCT/FR 00/02361 



C.(sutte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' Identification des documents cites, avec,te cas echiant, I'indieationdes passages pertinents 



no. des revandlcations vis6es 



WITHERS DO ET AL: "Disruption of IRS-2 

causes type 2 diabetes in mice" 

NATURE, GB.MACMILLAN JOURNALS LTD. LONDON , 

vol. 391, no. 6670, 

26 fevrier 1998 (1998-02-26), pages 

900-904, XP002119312 

ISSN: 0028-0836 

le document en entier 

WO 96 18313 A (UNIV NOTTINGHAM ;GREENHAFF 
PAUL LEONARD (GB); GREEN ALLISON LESLEY) 
20 juin 1996 (1996-06-20) 
page 8, Hgne 5-11 
page 22, ligne 7-18 
revendi cations 23,24 

US 5 591 709 A (LINDENBAUM ELLA) 
7 janvier 1997 (1997-01-07) 
revendi cations 2,21 



14 



14 



Fomtulatre PCT/1SA/210 (suite da la ctouxerne touilte) (juiDet 1992) 



page 3 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande international No. PCT/FR 00 A2361 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



La definition "effet insulino-mimetiques et /ou 
insulino-sensibilisateurs" presente dans la revendication 1 et 2 ne 
definit pas les maladies pour lesquelles les compositions sont destinees. 
Aussi la definition "caracterisee en ce que ledit compose diminue 1 5 
activite phosphatase associee a la voie de signal isation du recepteur de 
r insuline, et /ou stimule T activite PI 3-kinase sur IRS-1 et/ou IRS-2 
ne definit pas les maladies pour lesquelles les compositions sont 
destinees. 

Dans le cas present, les revendlcations manquent a un tel point de 
fondement et Texpose de 1'invention dans la description est si limite 
q'une recherche significative couvrant tout le spectre revendique est 
impossible. Par consequent, la recherche a ete limitee aux parties des 
revendications qui presentent un fondement et un expose, c'est a dire les 
parties ayant trait aux acide amine monohydroxyle, les acides amine 
poly-hydroxyle, pour le traitement des maladies mentionnees dans les 
revendications 6-13. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d' administration chargee de l'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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